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COMPOSITIONS A BASE DE DERIVES DE RE S VERATROL 

L 1 invention concerne des compositions a base de 
5 derives de resveratrol presentant notamment une grande 
stability a l'air et a la lumiere. 

Le resveratrol {3, 5, 4 1 -trihydroxystilbene) 
existe sous la forme cis ou trans et se presente sous 
forme monomere, ou . comme oligomere renfermant 
10 generalement 2 a 4 motifs monomeres. 

Dans la suite de la description et dans les 
revendi cat ions, on utilisera le terme "ORs" pour designer 
aussi bien le monomere que les oligomeres . 

L ' etude des proprietes du resveratrol a permis 
15 de mettre en evidence des activites biologiques 
d'interet. Des effets cardiovasculaire et anti- 
cancerigene ont ainsi ete rapportes . 

L' utilisation pratique des ORs est rendue 
difficile par l'acces malaise, selectivement , a de tels 
20 extraits, a. partir des sources vegetales qui les 
contiennent . Elle 1 1 est egalement en raison de leur 
instabilite, due aux groupes phenoliques qu'ils 
renferment, et a. leur caractere hydrosoluble, qui pose 
des problemes de miscibilite avec de nombreux excipients 
25 utilises generalement en therapeutique, cosmetique et 
dans le domaine alimentaire, qui presentent au contraire 
des proprietes. liposolubles. 

Pour resoudre ces problemes, les inventeurs ont 
mis au point des methodes extractives conduisant a. des 
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extraits enrichis en ORs, et ont utilise des 
groupements protecteurs des fonctions phenoliques, qui 
permettent a. la fois de conferer une stabilite 
satisf aisante au resveratrol monomere et oligomere et de 
les rendre liposolubles, ces groupements presentant 
l'avantage d'etre eliminables in vivo . 

L 1 invention a done pour but de f ournir des 
compositions a base de derives de monomeres et/ou 
d' oligomeres de resveratrol dont les groupements 
protecteurs peuvent etre aisement elimines pour liberer 
le principe actif quand souhaite. 

Elle vise egalement a fournir un procede 
d'obtention de ces compositions ainsi que des monomeres 
et/ou oligomeres de depart. 

L ' invention vise en outre les applications de 
ces compositions dans divers domaines, notamment en 
therapeutique, en cosmetique et dans 1 ' agro- aliment aire . 

Les compositions de 1' invention sont 
caracterisees en ce qu'elles sont essentiellement a base 
d' esters de resveratrol monomeres et/ou oligomeres, les 
monomeres comportant au moins un groupe ester de formule 
-O-CO-A, et les oligomeres etant formes de motifs 
monomeres reunis par des liaisons carbone- car bone, ou 
ether, et/ou de monomeres reticules par des groupes 

-0-CO-R-CO-O- 

- A representant un radical alkyle d'au moins 
deux atomes de carbone, lineaire ou ramifie, sature ou 
insature, un radical aryle, excepte le radical phenyle 



WO 99/03816 



PCT/FR98/01548 



3 

dans le cas d'une composition de resveratrol monomere, 
aralkyle ou aralkylene, et 

- R representant un radical alkylene de 0 a 10 
atomes de carbone, sature ou insature, et/ou 1 radical 
arylene ayant 1 a 3 cycles et/ou un radical 
heterocyclique, et les diastereoisomeres de ces motifs. 

Ces compositions peuvent etre conservees sur 
une longue periode sans alteration, notamment pendant au 
moins 2 ans dans des conditions normales de conservation 
(temperature de 10 a 22°C, en conditionnement protegeant 
de la lumiere, hygrometrie 40-50 %) . 

Dans un mode de realisation de I 1 invention, les 
compositions sont a base de monomeres et/ou d'oligomeres 
de resveratrol comportant au moins un groupe -O-CO-A. 

Dans un groupe pr6f£re, A represente un radical 
d'acide gras sature ou insature. 

Dans le cas d'une insaturation, les doubles 
liaisons sont avantageuseraent cis, ce qui correspond au 
cas le plus frequent chez les produits naturels. Avec des 
produits obtenus plus particulierement par synthese ou 
hemisynthdse, les liaisons sont trans. 

Parmi les acides gras convenant pour la 
mise en oeuvre de 1' invention, on citera les acides 
butyrigue C4:0 ; valerigue, C5:0 hexanolgue, 
C6 :0: sorbique, C6:2(n-2) ; laurique C12:0 ; palmitique 
C16:0 ; stearique, C18:0; oleique, C18:l(n-9) 
linoleique, C18:2(n-6) ; linolenique, C18:3(n-6) 
a linolenique, C18:3(n-3) ; arachidonique , C20:4(n-3) ; 
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eicosapentaenolque C20:5(n- 3); et docosahexaenolque . 
C22 :6 (n-3) . 

Les acides gras en C16 et plus sont 
particulierement appropries en vue d' applications en 
5 cosmetique. Ces acides gras sont extraits, par exemple, 
de microalgues. 

Dans un autre groupe prefere, A represent e un 
groupe aryle, excepte, comme precise plus haut, le 
radical phenyle dans le cas d'une composition de 
10 resveratrol monomer e. 

Dans encore un autre groupe, A represente un 
groupe aralkyle ou aralkylene, le groupe alkyle ou 
alkylene etant plus particulierement en CI a C8, 
notamment en CI a C4. On citera, notamment le groupe 
15 benzyl e ou styryle. 

Dans un autre mode de realisation de 
1' invention, les compositions sont a. base de monomeres 
et/ou d'oligomeres de resveratrol reticules par 
1 1 intermediaire de ponts -O-CO-R-CO-O- . 
20 Dans cette structure, R represente un radical 

alkylene de 0 a 10 atomes de carbone, sature ou insature, 
et/ou un radical arylene comportant 1 a. 3 cycles et/ou un 
radical heterocyclique . 

Des esters reticules avantageux comprennent, 
25 comme substituant R, un radical d'un diacide choisi parmi 
acide maligue, malonique, glutarique, phtalique, d'un 
chlorure de diacides, comme le dichlorure de 
terephtaloyle, le dichlorure de succinyle, le dichlorure 
de sebacoyle, et le dichlorure d'adipoyle, d'un 
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anhydride, ou encore d'un isocyanate comme le 
diisocyanate de toluene ou d ' hexamethylene . 

D'une maniere avantageuse, ces compositions 
reticulees forment des microcapsules ou des masses 
spongieuses . 

L' invention vise egalement un procede 
d'obtention des esters definis ci-dessus. 

Ce procede est caracterise en ce gu'il comprend 
la reaction de monomeres et/ou d'oligomeres de 
resveratrol avec, comme agents d'acylation, des composes 
de formule A-C0-0-A1, ou Al-O-CO-R-CO-O-Al , ou 

- A represente un radical alkyle d'au moins 
deux atomes de carbone, lineaire ou ramifie, sature ou 
insature, un radical aryle, aralkyle ou aralkylene, 

- R represente un radical alkylene de 0 a 10 
atomes de carbone, sature ou insature, et/ou 1 radical 
arylene ayant 1 a 3 cycles et/ou un radical 
heterocyclique, et 

Al represente un atome d'hydrogene, 
d'halogene, un radical alcoyle en CI a. C8, ou aryle, un 
groupe -CO-A, ou isocyanate. 

Les reactions d 1 esterif ication avec des acides 
sont realisees generalement a temperature ambiante, en 
presence d'un agent d' activation. On citera par exemple 
le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) ou le ter- 
butylchlorof ormiate . 

Les esterif ications avec les derives d'acide 
sont effectuees avantageusement selon la reaction de 
• Schotten Baumann, en milieu aqueux alcalin. 
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Ces reactions conduisent a. 1 ' obtention 

des compositions esterifiees sous forme spongieuse, que 
l'on isole du melange reactionnel et que l'on purifie en 
vue des applications ulterieures envisagees. 
5 Lorsqu'on utilise des diacides ou leurs 

derives, on forme une emulsion de type (E/H) par 
dispersion, sous agitation, d'une solution aqueuse 
alcaline des monomeres et/ou oligomeres de resveratrol 
dans un solvant organique non miscible a. I'eau, puis on 

10 ajoute 1' agent de reticulation, A1-0-CO-R-CO-0-A1 en 
solution dans ledit solvant organique non miscible, ou, 
en variante, on forme une emulsion du type (H/E) par 
dispersion, sous agitation, d'une solution organique 
contenant ledit agent de reticulation dans une solution 

15 aqueuse de monomeres et/ou oligomeres de resveratrol, 
additionnee d'un agent alcalin en solution aqueuse pour 
ajuster le pH de la phase dispersante a 9-11,5 environ. 

On utilise les agents emulsionnants a raison de 
2 a 15 % en poids environ, par rapport au poids de la 

20 dispersion, notamment de 3 a 8 % environ. 

Des agents appropries correspondent a ceux 
habituellement utilises, tels que ceux commercialises 
sous la marque Span® (alcools hexyliques esterifies) ou 
Tween® (esters d'acides gras et de sorbitol avec de 

25 l'oxyde d' ethylene) . 

Selon les quantites relatives des phases 
aqueuses et organiques et de 1 'emulsionnant, on forme une 
emulsion du type H/E ou E/H . 
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On realise 1' agitation de maniere a 
homogeneiser rapidement les solutions aqueuses et 
organiques, par exemple en utilisant un barreau 
magnetique a 500-1000 tours/min. ou une helice a 800-2000 
tours/min. La duree de cette etape est generalement de 
1 ' ordre de 3 0 minutes . 

La reticulation se produit a 1 1 interface des 
gouttelettes de 1' emulsion. 

On recupere les esters reticules formes, par 
exemple par centrifugation. Les produits laves et seches 
se presentent sous forme de poudre fluide. 

Les esters formes peuvent etre egalement 
recuperes par dilution du melange reactionnel a. 1 ' aide 
d'un ou plusieurs solvants, decantatation et/ou 
centrifugation, et lavage. 

L 1 observation au microscope montre que les 
gouttelettes se presentent sous forme de particules 
sensiblement spheriques, de taille homogene. 

Leur diametre peut varier de 25 a 300 (i environ 
selon les conditions mises en oeuvre pour leur obtention. 

Dans le cas de microcapsules renfermant des 
principes actifs, on ajoute ces derniers de preference 
dans la phase aqueuse ou organique dans laquelle ils sont 
solubles . 

Les monomeres et/ou oligomeres de resveratrol, 
ORs en abrege, mis en oeuvre dans l 1 etape 
d'esterif ication peuvent etre obtenus a partir de 
diverses sources vegetales. On citera les Vitacees, 
Umbellif eres, Myrtacees, Dipterocarpacees , Cyperacees, 
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Gnetacees, Legumineuses , Graminees, Sericees, 

Haemodoracees, Musacees, Polygonacees , Pinacees, 
Cupressacees, Cesalpiniacees, Poacees, et Solanacees . 

De maniere avantageuse, on utilise des 
monomeres et/ou oligomeres de resveratrol tels qu'obtenus 
par extraction, a l'aide d'eau et/ou d'un solvant 
organigue, a partir de rafles de vigne. 

Le procede d'obtention des monomeres et/ou des 
oligomeres de resveratrol, qui est egalement vise par 
1' invention, comprend les etapes 

- d 1 extraction par addition, a des rafles de 
vigne, d'eau et/ou de solvant (s) organigues (s) , en 
soumettant le- tout a un traitement tel que 
maceration/lixiviation, ultrasons ou micro-ondes, 

de delipidation avant ou apres 1'etape 
d' extraction a l'aide d'un solvant de type ether de 
petrole, hexane ou chloroforme, 

extraction supplement aire de 1 ' extrait 
recupere par un solvant organigue du type acetate 
d'ethyle ou ether ethylique, 

- de concentration de 1' extrait brut obtenu, 
et, si souhaite, de sa lyophilisation. 

Le pourcentage de resveratrol et d' oligomeres 
dans 1' extrait brut depend etroitement du cepage utilise 
et, pour un cepage donne de la methode d' extraction et 
des solvants mis en oeuvre. 

Selon une disposition particulierement 
interessante, compte tenu de 1 'enrichissement en ORs 
qu 1 elle permet d'atteindre, on soumet l'extrait brut a 
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une etape de purification par chroma t ographi e . Une 
technique specialement satisfaisante correspond a la 
chromatographie de partage centrifuge (CPC) . Cette 
technique est notamment decrite par A. P. FOUCAULT, Ed., 
Centrifugal Partition Chromatography, Chromatographic 
Science Series, Marcel DekJcer Inc., 1995, 68, ou W.D. 
CONWAY, Ed., Counter cur rent Chromatography apparatus 
theory and applications, VCH Publishers Inc., 1990. 

La CPC est basee sur le partage des solutes 
entre deux phases liquides non miscibles preparees par 
melange de deux ou plusieurs solvants ou solutions. L'une 
des deux phases est maintenue stationnaire par une force 
centrifuge. 

Les solvants, leurs proportions et le debit 
choisis dependent etroitement a la fois de la stability 
de la phase stationnaire au sein de la colonne de CPC et 
de la pression reelle. 

Des resultats performants ont ete obtenus avec 
le melange hexane/acetate d" ethyle/§thanol/eau avec par 
exemple des proportions respectives de 6/4 8/11/42 ou 
4/5/3/3. 

II est egalement possible cependant de ne pas 
utiliser d'hexane ou de remplacer au moins l'un desdits 
solvants par un solvant equivalent a condition d 1 en 
modifier les proportions. 

Ansi, I'hexane peut etre remplace par des 
carbures satures, voire insatures, apolaires et non 
miscibles a l'eau, comme par exemple 1' heptane, le 
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cyclohexane, ou encore des solvants chlores comme le 
chl or o forme . 

De meme, on pourra utiliser a la place de 
1' acetate d'ethyle, des solvants carbonyles ou 
carboxyles, tels que 1' acetone, la methylethylcetone, la 
methylisobutylcetone, la methylterbutylcetone . 

D'autres alcools que l'ethanol pourront 
egalement etre mis en oeuvre dans le melange defini ci- 
dessus, comme par exemple, le methanol, le n-propanol, le 
propan-2-ol, le n~butanol, le butan-2-ol. 

L'eau peut etre remplacee, au moins en partie, 
voire en totalite, par 1 'acetonitrile. 

L'homme du metier choisira ainsi le ou les 
solvants les plus appropries selon la nature de l'extrait 
purifie soumis a. la CPC. 

Grace a 1' invention, on dispose ainsi 
d'extraits bruts et de fractions enrichies comportant, 
comme const ituants maj oritaires , du resveratrol et/ou des 
oligomeres de ce dernier, comme le montrent les 
chromatogrammes auxquels il est fait reference dans, les 
exemples. Ces differents extraits, a savoir bruts ou 
enrichis entrent egalement en tant que tels dans le cadre 
de 1' invention. 

La mise en oeuvre d'etapes de separations 
supplementaires de CPC permet d'isoler de ces extraits 
enrichis le resveratrol monomere d'une part, et le 
resveratrol sous forme oligomeres d' autre part. Ces 
separations peuvent etre effectuees sur les fractions 
enrichies a partir d'un extrait brut ou sur l'extrait 
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brut lui-meme en utilisant des melanges de solvants 
appropries selon les proportions convenant pour la 
separation recherchee . 

La derivatisation des ORs conf ormement a 
1' invention permet de disposer de produits de grand 
interet dans de nombreux domaines . 

La presence des groupes esters introduits 
conf ere une stability a l'air et a la lumiere aux 
structures de resveratrol. De maniere avantageuse, ces 
groupes sont eliminables uniquement lorsqu'ils sont 
places dans les conditions ou ces compositions doivent 
agir, ce qui permet d' exploiter les proprietes, notamment 
anti-radicalaires et anti-oxydantes du resveratrol, dans 
des conditions optimales . 

L 1 innocuite des derives de 1 ' invention les rend 
parti culierement interessants pour toutes les 
applications impliquant une administration ou un usage 
par 1 1 homme ou 1 ' animal . 

L ' invention vise done 1 1 application des 
compositions definies ci-dessus en therapeutique . 

Les preparations pharmaceutiques de 1' invention 
sont caracterisees en ce qu'elles renferment en 
association avec un vehicule pharmaceutique inerte, au 
moins une composition d' esters telle que definie ci- 
dessus, selon une proportion permettant de disposer d'une 
quantite efficace d'ORs. 

Ces preparations peuvent egalement contenir 
d'autres principes actifs, en particulier des produits a. 
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effet protecteur vis-a-vis des reactions d'oxydation. 
On citera par exemple le £ carotene ou la vitamine E. 

Les preparations pharmaceutiques de 1 ' invention 
sont utilisables notamment dans des traitements anti- 
5 tumoraux ou vaso -protect eurs . 

Comme formes d 1 administration, on a recours a 
des formes appropriees pour la voie orale, comme les 
pilules, tablettes, gelules, ou gouttes . Ces preparations 
renferment avantageusement environ 50 a. 200 mg 
10 d' equivalent de composition par unite de prise, de 
preference environ 100 a 150 mg. 

D'autres formes galeniques sont realisees pour 
une administration par voie cutanee, sous -cutanee, 
intradermique, int ramus cul aire ou intraveineuse, 
15 notamment de gels, solutions et autres. 

Les compositions de 1 ■ invention sont egalement 
utilisables avec avantage pour 1 1 elaboration de 
preparations cosmetiques . 

Ces preparations sont caracterisees en ce 
20 qu'elles renferment egalement au moins une composition de 
1' invent ion en une proportion permettant de disposer 
d'une quantite efficace d'ORs, et comprenant en 
association les excipients permettant leur application. 

Les proprietes liposolubles conferees a ces 
25 preparations par la presence des groupes esters 
permettent de les incorporer aisement aux produits 
utilises classiquement en cosmetique. 

Les preparations de 1 ■ invention se presentent 
sous forme de creme, pommade, emulsion, gel, liposomes, 
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lotion. Elles renferment environ de 0,2 a 5 % de produit 
actif . 

Les compositions de 1 ' invention sont egalement 
utilisables dans le domaine alimentaire . Les proprietes 
anti-radicalaires des ORs qu 1 elles renferment assurent 
une meilleure conservation des aliments. 

Elles sont utilisables en tant qu'additifs pour 
divers produits tels que boissons et produits laitiers. 

On peut egalement les utiliser sous forme de 
pates, de granules ou de gels dans diverses confiseries. 

Dans ces differentes applications, les 
compositions reticulees de 1' invention sont en outre 
utilisables coitirae vecteurs de principes actif s. Ceux-ci 
sont retenus dans la masse spongieuse des compositions 
reticulees ou sont contenus dans les microcapsules. 

Les microcapsules peuvent renfermer des 
produits actif s en therapeutique humaine ou animale, ou 
utilisables dans le domaine alimentaire, notamment en 
dietetique . 

L 1 encapsulation permet de se liberer du 
caractere liposoluble ou hydrosoluble du produit, et de 
divers inconvenients , qu'il peut presenter pour les 
applications envisagees, Elle facilite egalement l'acces 
aux sites d' action et permet d 1 administrer des princpes 
actif s qui jusqu'a present soulevaient des problemes a 
cet egard et/ou de les proteger proyisoirement jusqu'a 
leur arrivee au site d' action. 

L' invention sera illustree ci-apres par des 
exemples de preparation d' esters d'ORs et 



WO 99/03816 



PCT/FR98/01548 



14 

d 1 utilisation pour 1 ' elaboration de 

medicaments et de preparations cosmetiques. 

Dans ces exemples, il est fait reference aux 
figures 1 a 5 qui representent 

les figures 1 a. 4, les profils de 
chromatographic liquide haute performance (CLHP) 
d'extraits d'ORs selon 1' invention, 

- la figure 5 le spectre RMN 1 H du perhexanoate 
de resveratrol. 

Exemple 1 : Extraction d'ORs a partir de raf les 

de vigne 

On met en oeuvre les protocoles suivants : 

- extraction par traitement aux ultrasons 

On recueille les rafles de vigne correspondant 
a. un cepage donne et, apres les avoir lavees et sechees, 
on les soumet a une etape de broyage . 

On ajoute a 100 g de broyat de rafles, 400 a 
1000 ml, par exemple 800 ml, d'eau distillee, et/ou d'un 
ou plusieurs solvants organiques. 

On utilise, par exemple : eau ; eau/acetone : 
3/2 ou l/l ; methanol ; ethanol ; eau/ethanol : 1/1 ; eau/ 
acetate d'ethyle: l/l ; ethanol /acetone : 1/1 ,- eau/ 
ethanol /ace tone: 2/1/1, l/2/l ou 1/1/2. 

On soumet 1 ' ensemble aux ultrasons, en operant, 
le plus generalement pendant environ 30 min. a 3 h. 

On filtre ensuite le melange, puis on le 

concentre . 

Une delipidation est effectuee avant ou apres 
cette etape d' extraction. A cet effet, on extrait par un 
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solvant tel que 1 1 ether de petrole, l'hexane ou le 
chlorof orme . 

Cet extrait est a son tour soumis a au moins 
une autre etape d ' extraction. On utilise de 1" acetate 
5 d'ethyle ou de 1' ether ethylique a raison de 3 a 5 fois 
100 ml. 

Le produit obtenu est ensuite concentre, repris 
par de 1'eau, lyophilise et conserve sous forme de 
poudre. On dispose ainsi d'un extrait brut d'ORs. 

10 On verifie l'activite anti-radicalaire et anti- 

oxydante des extrait s obtenus aux fins de selection des 
conditions operatoires . 

Sur la figure 1, on a represents le 
chromatogramme en CLHP d'un extrait acetate d'ethyle 

15 obtenu, apres traitement de 2 h aux ultrasons, de 100 g 
de rafles broyees (cepage Merlot) dans 800 ml 
d ' eau/acetone : 3/2, et delipidation par 1' ether de 
petrole. L'elution a ete realisee avec A: H 2 0/TFA ; 
100/0,0025 {TFA = acide trif luoroacetigue) et B : 

20 MeOH/TFA 100/0,002 5, selon le gradient 



min. 


A 


B 


0 


100 


0 


120 


0 


100 



25 
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- extraction par traitement aux micro-ondes 
(800 a 900 W maximum) 

En variante, on opere comme indique ci-dessus, 
mais en remplacant le traitement aux ultrasons par celui 
aux micro-ondes. 

- extraction par maceration- lixiviat ion 

On procede a une delipidation, dans les 
conditions donnees ci-dessus, avant ou apres 1' etape de 
mace rat ion - 1 ixi viat ion . 

Dans une colonne ouverte, on introduit 100 g de 
broyat de rafles de vigne, prepare comme indique ci- 
dessus, puis environ 1 a 2 1 de solvant. 

On- utilise des melanges eau distillee/solvants 
organigues, comme par exemple le melange eau/acetone : 
3/2. On laisse le melange broyat /solvant durant 10 a 20 h 
puis on recupere l'extrait que I'on concentre jusqu'a 
100 ml dans le cas d'un extrait contenant au mo ins 100 ml 
d'eau, ou a sec s'il s'agit d'un extrait contenant 
exclusivement un ou plusieurs solvant s organiques, le 
residu etant repris par 100 ml d'eau. 

Une delipidation est effectuee avant ou apres 
cette etape d' extraction comme deer it precedemment . 

L'extrait obtenu subit ensuite une etape 
d' extraction avec de 1' acetate d'ethyle ou de 1' ether 
ethylique comme indique precedemment pour la preparation 
d'extraits par ultrasons ou micro-ondes. 
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Les rendements en extraits bruts prepares sont 
le plus generalement superieurs a 0,5% du poids sec des 
rafles de depart, et peuvent atteindre 1 a 1,5% selon les 
conditions d 1 extraction utilisees et 1 ' origine des 
rafles. 

Exemple 2 : Obtention de fractions enrichies en 
ORs par CPC 

La figure 1 montre le chromatogr amine CLHP d'un 
extrait brut, tel qu'obtenu selon 1' exemple 1, contenant 
majoritairement du resveratrol et de la catechine en 
proportions pratiquement equivalentes . 

1 g de cet extrait, dissous dans 4 ml de phase 
stationnaire, est injecte en CPC. 

On utilise un appareil SANKI modele LLB-M 
fabrique et commercialise par la societe Sanki 
Engineering (Kyoto, Japan) . 

Principales caracteristiques de cet appareil : 

- Vitesse de rotation : 0-2 000 tours/min 

- Capacite de la colonne : 230 ml 

- Pression maximale : 60 x 10 5 Pa. 

- Materiau de rotor : poly-phenylenesulfure (PPS) 

- Disque de partition : serie de disques 

- Cellule de partition : 2136 

- Longueur des cellules : 15 mm. 

Les phases stationnaire et mobile sont 
respect ivement les phases infer ieure et superieure 
recuperees apres agitation et decantation du melange 
hexane/acetate d 1 ethyle/ethanol/eau : 6/4 8/11/42, etant 
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donne la mise en oeuvre de la technique en mode 
ascendant dans cet exemple. 

La vitesse de rotation est fixee a 1100 
tours/min, le debit a 2 ml/min et la pression est de 
34 X 10 s Pa. 

Dans ces conditions, la fraction enrichie en 
resveratrol et oligomeres est recueillie rapidement, 
puisque les ORs sont elues dans les 30 premieres minutes. 
La figure 2 represente le chromatogramme CLHP enregistre 
a partir de cette fraction enrichie en ORs. On recupere 
ainsi 120 mg d'ORs, soit un enrichissement de l'ordre de 
8. 

Exemple 3 : Obtention de resveratrol monomere 
d'une part et des formes oligomeres d 1 autre part par CPC. 

Les 120 mg d'ORs recuperes a 1' exemple 2, 
dissous dans 2 ml de phase stationnaire, sont separes en 
mode ascendant. La phase stationnaire constitue la phase 
inferieure du melange hexane/acetate d' ethyle/ethanol/eau 
4/5/3/3 et la phase mobile la phase superieure de ce meme 
melange. La vitesse de rotation est de 1100 tours/min, le 
dehit de 2 ml/min et la pression de 44 x 10 s Pa. Dans ces 
conditions, la fraction enrichie en reveratrol est 
recueillie apres 150 min d'elution et celle enrichie en 
oligomeres de resveratrol apres 240 min. 

Les enrichissements des fractions de 
resveratrol monomere d'une part (7 mg) et d' oligomeres 
d' autre part (20,5 mg) sont alors respect ivement de 
l'ordre de 17 et 6. On en deduit un nouvel enrichissement 
en ORs de 1 ' ordre de 4,5. 
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L ' enrichissement par rapport a l'extrait brut 
de depart est ainsi d' environ 36. 

L ' analyse CLHP montre un pourcentage de 
resveratrol de l'ordre de 81 % (t E = 55,6 min) , soit 
5,7 mg de resveratrol pur, ainsi que les pourcentages en 
oligomeres de resveratrol de l'ordre de 31 % {t R = 48,5 
min) et 53 % (t R = 63,8 min), soit 17,2 mg d' oligomeres 
purifies . 

Exemple 4 : En appliquant directement la 
methode decrite a 1' exemple 3 (duree de 4 h) a l'extrait 
brut de depart utilise a 1' exemple 2, on parvient a 
purifier le resveratrol (8 mg) et les oligomeres de 
resveratrol {3 0 mg) de la meme facon. 

Les resultats, issus des chromatrogrammes CLHP 
sont satisfaisants. En effet, on obtient 2 fractions, 
I'une tres enrichie en resveratrol (t E = 56,1 min) avec 
un pourcentage de 74,0, 1' autre tres enrichie en 
oligomeres de resveratrol (t R « 48,9 min et t R = 64,2 
min) avec un pourcentage de 65,6. 

Exemple 5 : Variante d'obtention de fractions 
enrichies en ORs par CPC telles qu'obtenues dans 
1' exemple 1, a partir d'un extrait brut contenant 
maj oritairement du resveratrol. 

La figure 3 represent e le chromatogramme CLHP 
de l'extrait brut d'ORs avant son etude par CPC. 

Les conditions de separation sont identiques a 
celles decrites dans l'exemple 2. 
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A partir d'l g d'extrait brut de depart, 
200 mg d'ORs enrichis sont recueillis au bout de 40 min, 
soit un facteur d ' enrichis sement egal a 5. 

L' analyse CLHP de la fraction enrichie 
5 correspondante montre un pourcentage en resveratrol 

(t R = 54,6 min) de 88 %, soit 176 mg de resveratrol pur 
{facteur d' enrichis sement de 1'ordre de 6) . 

Exemple 6 : Le f ractionnement du meme extrait 
brut de depart (exemple 5) , selon le protocole 
10 experimental utilise dans 1 1 exemple 3 precedent, permet 
d'obtenir un meilleur enrichis sement en resveratrol pur. 

En effet, le chromatogramme CLHP (figure 4) 
montre une purete du resveratrol ainsi obtenu de 99 % 
(t R = 54, 4 min) . 

15 Exemple 7 : Synthese de perhexanoate de 

resveratrol " 

A 15 mg de resveratrol (6,58 x 10" 5 mole) en 
solution dans 2,5 ml de pyridine est ajoute, sous 
agitation et goutte a goutte, 0,09 ml de chlorure 
20 d'hexanoyle (88 mg ; 6,58 x 10" 4 mole ; 10 eq.) 

Le milieu react ionnel est agite a. temperature 
ambiante, a l'abri de l'air (sous un leger flux d' azote) 
et de la lumiere, pendant 12 heures. 

Apres concentration sous pression reduite, le 
25 residu est repris par 20 ml de chloroforme. 

La phase organique est ensuite lavee avec deux 
fois 50 ml d'une solution 0,1 M d'HCl, deux fois 50 ml 
d'eau distillee, deux fois 50 ml d'une solution de 
Na 2 C0 3 , puis deux fois 5 0 ml d'eau distillee. 
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Cette phase est sechee sur Na 2 S0 4 anhydre, 
filtree sur verre fritte n°4, concentree a 1 ' evaporateur 
rotatif et purifiee par chroraatographie preparative sur 
couche epaisse de silice. 

La figure 5 represente le spectre RMN 1 H. 

Les analyses des spectres IR, RMN 1 H, et 13 C 
confirment l'obtention de 1' ester recherche. 

Exemple 8 : Synthese du perpalmitate d'ORs 

Un extrait lyophilise d'ORs (3 0 mg ; 1,32 x 
10~ 4 mole) prepare selon 1' exemple 1, est dissous dans 5 
ml de pyridine, A cette solution est ajoute goutte a 
goutte 0,40 ml de chlorure de palmitoyle (0,36 g ; 1,32 x 
10" 3 mole ; 10 eq. -resveratrol) . 

Le melange react ionnel est laisse sous 
agitation a 70 °C, sous un leger flux d' azote et a I'abri 
de la lumiere, durant 3 heures. 

Apres concentration sous pression reduite, le 
residu est traite comme dans 1 1 exemple 7 . Le produit 
ainsi obtenu est controle par spectrometrie . 

Exemple 9 : Synthese du perhexanoate d'ORs 

Le protocole decrit a 1' exemple 8 est applique 
en utilisant 200 mg d'extrait lyophilise d'ORs (8,77 x 
10" 4 mole) et 1,23 ml de chlorure d'hexanoyle {1,18 g ; 
8,77 x 10" 3 mole ; 10 eq. -resveratrol) 

Une analyse par spectrometrie IR et RMN X H 
confirme l'obtention de 1' ester recherche. 
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Exemple 10 i Synthese du perbutyrate 

d'ORs 

A 250 mg d 1 extrait lyophilise d'ORs prepare 
selon l'exemple 1 (1,10 x 10" 3 mole), dissous dans 5 ml 
d'eau distillee, sont additionnes sous agitation vive 
25 ml de dichloromethane . 

Puis sont ajoutes 25 ml d'une solution aqueuse 
tamponnee d ' hydrogenophosphate de sodium a. 5% (pH # 10), 
3 7 mg d ' hydrogenosulf ate de tetra-butylammonium 

(1,10 x 10" 4 mole ; 1/10 eq. -resveratrol) et 
0,57 ml de chlorure de butyryle (0,58 g ; 5,48 x 10" 3 
mole ; 5 eq. -resveratrol) . 

Le melange reactionnel est laisse 45 minutes 
sous agitation vive. 

A la fin de la reaction, la phase organique est 
recuperee et lavee avec deux fois 15 ml d'eau distillee, 
puis evaporee sous pression reduite et purifiee par 
chromatographic preparative sur couche €paisse de silice. 

Le produit ainsi obtenu est controle par 
spectrometrie . 

Exemple 11 : Synthese du perlaurate d'ORs 

A un extrait lyophilise d'ORs (250 mg ; 1,10 x 
10" 3 mole), prepare selon l'exemple 1, sont ajoutes 
1,32 g d'acide laurique (6,58 x 10" 3 mole ; 6 eq.- 
resveratrol) en solution dans 20 ml de 1,2- 
dichloroethane . 

Puis 1,36 g de dicyclocarbodiimide (DCC) (6,58 
x 10" 3 mole ; 6 eq. -resveratrol) sont dissous dans 5 ml 
de 1, 2-dichloroethane et ainsi ajoutes a la solution 
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precedemment preparee. On ajoute ensuite 97 mg de 4- 
pyrrolidinopyridine (6,58 x 10' 4 mole ; 6/10 eq.- 
resveratrol) dissous dans 1 ml de 1, 2-dichloroethane . 

Le melange reactionnel est laisse sous 
agitation pendant 2 heures, a. temperature ambiante, sous 
un leger flux d ' azote et a 1 ' abri de la lumiere . 

La phase organique est ensuite filtree et 
concentree sous pression reduite. 

Le residu est alors repris par 25 ml d'hexane. 
La solution hexanique est filtree, puis lavee avec deux 
fois 50 ml d'une solution de soude 0,1 M, puis avec deux 
fois 50 ml d'eau distillee. La phase organique est alors 
concentree a 1 ' evaporateur rotatif. 

Le produit ainsi obtenu est analyse par 
spectrometrie . 

Exemple 12 ; Synthese du persorbate d'ORs 

Le protocole decrit a. 1' exemple 11 est applique 

en utilisant 250 mg d'extrait lyophilis^ d'ORs {1,10 x 

10" 3 mole) et 0,74 g d'acide sorbique (6,58 x 10" 3 mole ; 

6 eq. -resveratrol) et du chloroforme comme solvant 

organique . 

Exemple 13 : Preparation de microcapsules 
d'ORs reticules par le chlorure de terephtaloyle 

Dn extrait lyophilise d'ORs (50 mg ; 2,19 x 10" 
4 mole), prepare selon 1' exemple 1, est dissous dans 5 ml 
d'une solution d ' hydrogenophosphate de sodium a 5% 
(pH # 10) . 



WO 99/03816 



PCT/FR98/01548 



24 

Cette solution est emulsionnee dans 20 ml 
d'une solution chloroformique a 5% de trioleate de 
sorbitane (Span 85®) par agitation a 3000 t/min. durant 
5 minutes . 

5 L' agent reticulant, le chlorure de 

terephtaloyle (89 mg ; 4,39 x 10" 4 mole ; 2 eq.- 
resveratrol) , en solution dans 15 ml de chloroforme, est 
ensuite ajoute a l'emulsion. 

L' agitation est maintenue pendant 3 0 minutes. A 
10 la fin de la reaction, le melange reactionnel est 
centrifuge . 

L* interface solide est recuperee, remise en 
suspension dans 30 ml de chloroforme et centrifugee de 
nouveau . 

15 L 1 operation est renouvelee une fois avec du 

chloroforme "et deux fois avec de I'eau distillee. Le 
culot de centrifugation est recupere et remis en 
suspension dans 5 ml d'eau distillee. Les microcapsules 
ainsi preparees sont sechees par lyophilisation et 
20 controlees par microscopie optique. 

Exemple 14 : Preparation de microcapsules d'ORs 
reticules par le chlorure de sebacoyle 

Le protocole decrit a 1' exemple 13 est applique 
en utilisant 50 mg d'extrait lyophilise d'ORs (2,19 x 10" 
25 4 mole) et 0,09 ml de chlorure de sebacoyle (0,10 g ; 
4,38 x 10" 4 mole 2 eq. -resveratrol) . 

Exemple 15: Preparation de microcapsules d'ORs 
reticules par le chlorure d'adipoyle 
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Le protocole decrit a 1* exemple 13 est applique 
en utilisant 50 mg d'extrait lyophilise d'ORs (2,19 x 
10~ 4 mole) et 0,06 ml de chlorure d'adipoyle (80 mg ; 
4,38 x 10" 4 mole ; 2 eq . -resveratrol) . 
5 Exemple 16 : Preparation cosmetique anti- 

solaire 

Une emulsion anti-solaire a proprietes 
antivieillissement cutane est realisee en melangeant un 
f iltre solaire avec un ester prepare selon 1 • invention et 



10 des excipients pour creme. 

Exemple de formulation : 
Neo Heliopan E 1000 R 
(isopropylmethoxycinnamate et 

ethyldiisopropylcinnamate) 3 % 

15 Perlaurate d'ORs 

selon 1 1 exemple 6 3 % 

Excipients pour creme E/H qs 

Composition d' excipients : 

- Propylene glycol dicaprylate/dicarate 
20 + stearalkonium hectorite + propylene 

carbonate (Miglyol 840 gel B®} 20,0 % 

- Bis-diglyceryl caprylate/caprate/isostearate/ 
hydroxystearate adipate (Softisan 649®) 5,0 % 

- Isostearyl diglyceryl succinate 

25 {Imwitor) 780 K® 5,0 % 

- Huile de paraf f ine 8,0 % 

- Paraf fine solide 3,0 % 

- Sulfate de magnesium 2,0 % 

- Eau qsp 100 % 
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Exemple 17 : Preparation de gelules pour 
utilisation en dietetique 

Du perlaurate d'ORs prepare selon l 1 exemple 11 
est melange a. du selenium et de la vitamine E ; 

- Perlaurate d'ORs : 85 mg (correspondant a 25 

mg d'ORs) , 

- Acetate du DL~ a- tocopherol 4 0 mg, 

- Selenium : 50 mg 

Exemple 18 : Preparation de medicament 
veinotonigue et vasculoprotecteur 

Des gelules sont preparees a partir de 23 0 mg 
de perhexanoate d'ORs (correspondant a 100 mg d*ORs) , 
prepares selon 1' exemple 9, et d'excipients pour un 
enrobage gastro- resistant , comme 1 ' acetophtalate de 
cellulose. 

Exemple 19 : Preparation d'un gel buccal 
utilisable en radiotherapie 



On formule la composition suivante 

- Gel de Carbopol R 934 P a. 2 % 

- Para hydroxybenzoate de methyle sode .... 



89,85 g 



0,13 g 



- Para hydroxybenzoate de propyle sode 

- Labrafil R 



s g 



0,02 g 



- Perhexanoate d'ORs prepare 

selon 1 ■ exemple 9 

{correspondant a 2,2 g d'ORs) 



5 g 
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REVENDICATIONS 

1/ Compositions a. base de derives du 
resveratrol caracterisees en ce qu'il s 1 agit 
5 essentiellement d' esters de resveratrol, monomeres et/ou 
oligomeres, les monomeres comportant au moins un groupe 
ester de formule -0-CO-A, et les oligomeres etant formes 
de motifs monomeres reunis par des liaisons carbone- 
carbone, ou ether, et/ou de monomeres reticules par des 
10 groupes -O-CO-R-CO-O- , 

- A representant un radical alkyle d'au moins 
deux atomes de carbone, lineaire ou ramifie, sature ou 
insature, un radical aryle, excepte phenyle dans le cas 
d'une composition de resveratrol monoraere, aralkyle ou 

15 aralkylene, et 

- R representant un radical alkylene de 0 a. 10 
atomes de carbone, sature ou insature, et/ou 1 radical 
arylene ayant 1 a 3 cycles et/ou un radical 
he terocyclique, et les diastereoisomeres de ces motifs. 

20 2/ Compositions selon la revendication 1, 

caracterisees en ce gu'elles sont essentiellement a. base 
d' esters monomeres et/ou oligomeres comportant au moins 
un groupe -O-CO-A. 

3/ Compositions selon la revendication 2, 

25 caracterisees en ce que A represente un radical d'acide 
gras sature ou insature, par exemple d'acide butyrique ; 
valerique, hexanoique, sorbique, laurique; palmitique; 
stearique, oleique, linoleique; linolenique, a 
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linolenique, arachickmique, eicosapentaenolque; et 
docosahexaenolque. 

4/ Compositions selon la revendication 1, 
caracterisees en ce qu'elles sont essentiellement a. base 
5 de monomeres et/ou d'oligomeres reticules par 
1 1 intermediaire de ponts -CO-R-CO ou R represente un 
radical alkylene de 0 a 10 atomes de carbone, sature ou 
insature, et/ou un radical arylene comportant 1 a. 3 
cycles et/ou un radical heterocyclique . 

10 5/ Composition selon la revendication 4, 

caracterisee en ce que R est un radical d'un diacide 
choisi parmi l'acide malique, malonique, glutarique, 
phtalique, d'un chlorure de diacides, comme le dichlorure 
de terephtaloyle, le dichlorure de succinyle, le 

15 dichlorure de sebacoyle, et le dichlorure d'adipoyle, 
d'un anhydride, ou encore d'un isocyanate comme le 
diisocyanate de toluene ou d ' hexamethylene . 

6/ Compositions selon l'une quelconque des 
revendications 4 ou 5, caracterisees en ce qu'elles se 

20 presentent sous forme de microcapsules . 

7/ Compositions selon l'une quelconque des 
revendications 4 ou 5, caracterisees en ce qu'elles se 
presentent sous forme de masse spongieuse. 

8/ Procede d'obtention de compositions a base 

25 de derives de resveratrol, caracterise en ce qu'il 
comprend la reaction de monomeres et/ou d'oligomeres de 
resveratrol avec comme agents d'acylation des composes de 
formule A-CO-0-A1, ou A1-0-C0-R-C0-O-A1 , ou 
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- A represente un radical alkyle d'au moins 
deux atomes de carbone, lineaire ou ramifie, sature ou 
insature, un radical aryle, aralkyle ou aralkylene, 

- R represente un radical alkylene de 0 a 10 
atomes de carbone, sature ou insature, et/ou 1 radical 
arylene ayant 1 a 3 cycles et/ou un radical 
heterocyclique, et 

Al represente un atome d'hydrogene, 
d'halogene, un radical alcoyle en CI a C8, ou aryle, un 
groupe -CO-A, ou isocyanate. 

9/ Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce que 1 ' esterif ication est realisee selon 
la reaction de Schotten Baumann, en milieu aqueux 
alcalin . 

10/ Procede selon la revendication 8 
caracterise en ce que lorsqu'on utilise des diacides ou 
leurs derives, on forme une emulsion de type {E/H) par 
dispersion, sous agitation, d'une solution aqueuse 
alcaline des monoralres et/ou oligom^res de resveratrol 
dans un solvant organique ndn miscible a. l'eau, puis on 
ajoute 1 'agent de reticulation, A1-0-CO-0-A1 en solution 
dans ledit solvant organique non miscible, ou, en 
variante, on forme une emulsion du type (H/E) par 
dispersion, sous agitation, d'une solution organique 
contenant ledit agent de reticulation dans une solution 
aqueuse de monomeres et/ou oligomeres de resveratrol, 
additionne d'un agent alcalin en solution aqueuse pour 
ajuster le pH de la phase dispersante a 9-11,5 environ. 

11/ Procede selon l'une quelconque des 
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revendications 8 a 10, caracterise en ce que les 
monomeres et/ou oligomeres de resveratrol mis en oeuvre 
sont tels qu'obtenus par extraction a l'aide d'eau et/ou 
d'un solvant organique a partir de rafles de vigne. 

12/ Procede d'obtention de fractions de 
resveratrol monomere et/ou oligomere, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes 

- d 1 extraction par addition, a des rafles de 
vigne, d'eau et/ou de solvant {s) organiques (s) , en 
soumettant le tout a un traitement tel que 
maceration/lixiviation, ultrasons ou micro-ondes, 

de delipidation avant ou apres 1 ' etape 
d' extraction a l'aide d'un solvant de type ether de 
petrole, hexane ou chlorof orme, 

extraction supplement aire de 1 ' extrait 
recupere par un solvant organique du type acetate 
d'ethyle ou ether ethylique, 

- de concentration de 1' extrait brut obtenu, 
et, si souhaite, de sa lyophilisation, ou encore de son 
traitement par CPC .en vue de son enrichissement en 
resveratrol monomere et/ou oligomere, suivi le cas 
echeant d' etapes de purification supplementaires par CPC 
pour isoler le resveratrol monomere des oligomeres de 
celui-ci . 

13/ Application des esters selon I'une des 
revendications 1 a 7, renfermant le cas echeant un ou 
plusieurs principes actifs, dans le domaine 
therapeutique, cosmetique ou en di^tetique. 
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